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研究成果の概要（和文）：膵臓特異的に活性化 Kras を発現、Pten をノックアウトしたマウス

を作成した。このマウスは膵臓に腫瘍を形成し、6 週齢で死に至ることがわかった。PTEN 欠

失および AKT2 増幅を認める膵癌細胞株において mTOR 阻害剤ラパマイシンは単剤およびジ

ェムシタビンとの併用でも抗腫瘍効果を認めなかった。これらの細胞は糖飢餓ではアポトーシ

スに至ることを見出したが、この状態ではラパマイシンの投与を行うとむしろアポトーシスが

抑制された。以上の結果により、mTOR 阻害剤が抗腫瘍的に働かない状況があることが示唆さ

れた。 

 
研究成果の概要（英文）：We generated pancreatic cancer mouse model by inducing 

pancreas-specific expression of activated Kras and deletion of Pten. All the mice died from 

pancreas tumor in six weeks. We analyzed the effect of mTOR inhibitor, rapamycin, on 

pancreatic cancer cell lines with PTEN deletion or AKT2 amplification. Rapamycin had no 

anti-tumor effect using as a single agent or combination with gemcitabine. We discovered 

that low glucose medium predisposed these cells to apoptosis and rapamycin prevented this 

phenomenon. The result suggested that, under some conditions, mTOR inhibition could not 

exert anti-tumor effect even on PTEN-PI3K-AKT activated cancer. 
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１．研究開始当初の背景 

マウス膵発癌モデルの進歩 膵癌は難治癌
の最たるものであり、その病態の解明・治療
法の開発は急務である。近年遺伝子改変マウ
スを用い、ヒトの膵癌を近似する発癌モデル
が作成された（Hingorani et al., Cancer Cell 

2003 & 2005; Aguirre et al., Genes Dev 

2003; Bardeesy et al., PNAS 2006）。これら
では、ヒト膵癌で９割以上に認められる恒常
活性型 Kras 遺伝子(KrasG12D)を発現させ
ており、これによりまず前癌病変 PanIN 

(pancreatic intraepithelial neoplasm)が出
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現する。それに加えて p16、p53 等ヒト膵癌
でみられる腫瘍抑制遺伝子の異常を導入す
ることにより、進行癌への進展が促進され、
転移･浸潤能も獲得する。ヒトの膵癌は、こ
のような遺伝子異常の蓄積に伴い PanIN か
ら浸潤癌へと多段階に発癌すると考えられ
ており（Hruban et al., Am J Surg Pathol 

2001）、上記のマウスモデルもこれを模倣し
ていると考えられた(Hruban et al., Cancer 

Res 2006)。 

分担研究者である伊地知は、KrasG12D 発現
と TGF-beta II 型受容体(Tgfbr2)ノックアウ
トを同時に起こすマウスを作成し、全例にお
いて分化型腺管癌を得た（Ijichi et al., Genes 

Dev 2006）。このマウスは、これまで報告さ
れたモデルの中で、ヒト通常型膵癌の組織像
に最も類似したモデルであった。 

膵癌における前癌病変からの多様な発癌パ
ターンとマウスモデル 通常型膵癌の発癌
のメインルートは PanIN からの発癌と考え
られ、この最初の段階が Kras 変異であると
推定されている。実際、通常型膵癌の 9 割以
上に Kras 変異を伴うことから、今までのモ
デルの多くは、恒常活性型 Kras 遺伝子を利
用したモデルであった。臨床的には、膵癌の
前 癌 病 変 と し て 、 PanIN の 他 に
IPMN(intraductal papillary mucinous 

neoplasm) 、 MCN(mucinous cystic 

neoplasm)という 2 種の嚢胞性病変の存在が
知られている。特に IPMN は PanIN とも類
似する病態と考えられる面があるが、PanIN

が微小膵管における変化であり基本的に画
像診断では捉えられないのに対し、IPMN は
嚢胞性病変として捉えられるため、膵癌の早
期診断につながる可能性がある。近年、IPMN

にも複数のタイプがあることが明らかにな
りつつあり、主膵管型は adenoma-carcinoma 

sequence により IPMN がそのまま癌化する
経過を辿るのに対し、分枝膵管型は IPMN と
離れた部位に PanIN を介する通常型膵癌が
合併する膵癌の高危険群ではないかという
説が強まってきている。IPMN を呈するマウ
ス モ デ ル と し て
Ptf1acre/+;LSL-KrasG12D/+;Smad4flox/flox マ ウ
スがあり(Bardeesy et al., Genes Dev, 2006)、
これは主膵管型と分枝膵管型の双方の発癌
プロセスを呈するモデルである。 

多様な膵発癌パターンにおける PI3K シグナ
ルの役割 われわれの検討では、主膵管型
IPMN を多く認める MUC2 陽性腸型 IPMN

では、通常型膵癌と比較し、Kras 変異が少
ないことがわかっており、異なる発癌経路の
関与が疑われる。この腸型の IPMN では、頻
度は低いながら、通常型膵癌ではほとんど認
めない PIK3CA の活性化変異を認めること
もわかっている。一方で、通常型膵癌で、Kras

変異を認める腫瘍でも、PI3K シグナルの活

性化をきたす PTEN の機能喪失や AKT2 の
増幅などをしばしば認め、癌化に関わるとい
う報告を多数認める。しかし、PI3K シグナ
ルは、Kras の活性化と重複する増殖・生存
のシグナルであり、その必要性は不明である。
PI3K シグナル異常による膵癌マウスモデル
に関しては、PDX1 プロモーター下に Cre 

recombinase を発現させた Pten の膵臓特異
的コンディショナルノックアウトマウスの
報告がある。 

２．研究の目的 

Kras 変異がある状況において、膵癌におけ
る PI3K シグナルの活性化の影響を検討する
ことを目的とした。この目的のために
Ptf1acre/+;LSL-KrasG12D/+;Ptenflox/flox マウス
を作成する。非常に進行のはやい腫瘍を生み
出すことが予想される。今回の研究期間内に
PI3K シグナルの活性化を伴うマウスの表現
型を腫瘍細胞としてだけではなく、腫瘍血管
を含めた微小環境の違いとしても明らかに
することを目的とした。 

３．研究の方法 

1) Ptf1acre/+;LSL-KrasG12D/+;Ptenflox/floxマウ
スの作成 目的の遺伝子型のマウス
Ptf1acre/+;LSL-KrasG12D/+; Ptenflox/floxを
Ptf1acre/+; Ptenflox/floxと
LSL-KrasG12D/+;Ptenflox/floxとの交配により得
る。表現型を解析する。 
2)-① SNPアレイを用いて PI3Kシグナルの
異常を伴う膵癌細胞株を見出す 
Affymetrix社の GeneChip Human Mapping 
100k Setアレイでは、SNPs判定に用いたプ
ローブのシグナル強度とデータ解析ソフト
として CNAGを使用することで、従来の CGH 
array等（1 Mb程度）より高解像度で、より
小さい増幅、欠失領域の検出が可能であり、
さらに、SNP callの有無で LOHの有無が判定
できる。膵癌細胞株ゲノム DNAを抽出し、100 
kまたは 500 k chipを用いて、共通の遺伝子
増幅および欠失領域や LOHの有無を網羅的に
解析する。 
この方法を用いて見出した増幅、欠失に関し
て、western blottingでタンパクレベルでの
異常を確認する。 
2)-② mTOR阻害剤の効果のバイオマーカー
になるか検討する mTOR阻害剤は腎細胞癌
ではすでに臨床で用いられており、効果が証
明されている。PI3Kシグナルの異常を通常型
膵癌より頻繁に認める膵内分泌腫瘍におい
ても mTOR阻害剤の効果が確認されている。
そこで、このシグナルの異常を伴う膵癌細胞
株において mTOR阻害剤ラパマイシンの効果
をみた。MTTアッセイにて細胞増殖への影響、
ゲムシタビン併用での効果も検討した。また、
そのほかラパマイシン投与により表現型を
呈する条件を検討した。 
４．研究成果 



1) 膵臓特異的に活性化KRASを発現、PTEN

をノックアウトしたマウスを作成した。この

マウスは膵臓に腫瘍を形成し、6 週齢で死に

至ることがわかった（下図、膵腫瘍病理）。 

 

 
2)-①膵癌細胞株の SNP アレイを用いたゲノ

ム解析の結果を参照し、PTEN が欠失した細

胞（Hs766T）および AKT2 の増幅を認める

膵癌細胞株 (PANC1)を見出した。Western 

blotting にて蛋白レベルでの発現も確認した。 

PTEN

p-S6

Capan1 Hs766T Panc1 Panc10.05 T3M4

ラパマイシン1uM - +       - +      - +     - +     - +

Q61HG12V Q61H G12DG12DKRAS

S6

AKT2

 
2)- ② KRAS とともに PTEN-PI3K-AKT 

-mTOR パスウェイが活性化したこれらの細

胞株で mTOR 阻害剤ラパマイシンの効果を

調べた。単剤およびジェムシタビンとの併用

でも抗腫瘍効果は明らかでなかった。 
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これらの細胞は 4.5g/L の高グルコース培養

液で培養するところ、1g/L の低グルコース培

養液ではアポトーシスに至ることがわかり、

グルコース要求度が高く、解糖系に依存して

いると考えられた。 

High Glucose (4.5g/L) Low Glucose (1g/L) 

ラパマイシン
1uM

 
この状態ではラパマイシンの投与を行うと

アポトーシスが抑制されることがわかり、オ

ートファジーの誘導が関与している可能性

があった。 

LC3

Rapamycin 1uM           - +        - +      - +      - +       - +       - +

Medium                               high Glu     low Glu      FBS free     high Glu      low Glu     FBS free

Cell line                                                 Hs766T                                               Panc1  
 

以上の結果より、PTEN-PI3K シグナルが恒

常的に活性化している癌細胞においても状

況により mTOR 阻害剤が抗腫瘍的に働かな

い可能性が示唆された。 
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